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M ethotr e x ateくM T XJの in vitr o及 びin viv o n atu ral killerくN Kl活性に 及 ぼす 影響 を検討し た．
正 常成人 より 末楷血単核球 くpe riphe r al blo od m o n o n u cle a r c ells， P B M N Csl を分離 し， r e C O mbina nt
inte rle ukin 2くrIL 2H25 Ulmu と48 時間培養後， 種々 の 濃度 く10－1 0M へ 10－6 Ml の M T Xを加 え， 更
に 24時間培養後 K 562細胞 を標的細胞と して， 4時間 5 1Cr r ele a s e法 に よ っ て N K活性 を測定 し た． M T X
を 10
－
8 M 添加 し た時に ， N K活性 は最も有意に 増強され た． P B M N Cs を羊赤血球で ロ ゼ ッ トを形成さ せ，
T 細胞及 び n on－T 細胞 に 分離 し， 前記 と 同様 に 培養 し両者 の N K活性 を測定 した 所， T 細胞分画 で は
M T Xく10．8 M ト添加群 の N K活性 は， 非添加群と比 較 して有意 に 増加 した が， n O n－T 細胞分画で は 有意
羞 は認め られ な か っ た ． 更に T 細胞 を同様に 培養後， 単 ク ロ ー ン抗体 Le u－7， O K－N KくLeu－11 と補体 で
処理 し， effe cto r cell le v el で検討し たが ， Le u－11 と補体処 理 に よ り N K活性は著明 に 減少し， M T Xに
よ る増強効果も消失 した． 以上 よ り M T Xに よ る N K活性増強 に は E＋ Le u－1 1十 細胞が 関与 し て い る こ と
がわ か っ た ． 又 ， HL 60細胞 を標的細胞と して1ym phokin e－a Ctiv ated kille r活性 を測定し たが ， M T Xに
よ る活性 の 増強は認め ら れ な か っ た ． 次に 11名の寛解期の リ ン パ 球性白血病及 び n o n一日odgkin リ ン パ 腫
の患児に 施行 した大量 M T X療法 く2 000m gノm 21 前後に お ける N K活性， リ ン パ 球サ ブセ ッ ト の 変化 を検
索した． M T X投与終 了直後， 血中濃度 は 10－ 5 M へ 3 X lO－4 M まで 上 昇 し， N K活性 は治療前 より も減
少 して い た
．
しか し Le u－7＋ 及 び Le u－11＋ 細胞の 割合 は相対的に 増加 して お り， M T Xに 耐性で あ る こ とが
示唆さ れ た． 以上 の 成績 よ り， N K活性な どの 生体免疫監視機構 に 及 ぼ す M T Xの 影響 を調べ る こ と は重
要である と考 えられ た ．
Key w o rds m ethotrex ate，interle ukin 2， n atu r al ki11er，1ym phokine－ a Ctiv ated
killer， high－dos e m ethotr ex ate ther ap y， m align a ncy
小 児科領域 に お け る悪 性腰 瘍 の 中で は ， 白血 病 ． 悪
性リ ン パ 腫が最も 多く， そ の 治療 の ため に 各種抗癌剤
が使用 さ れ てtlる ． 一 方 ， n atu ralkille rくN Kl 細胞
と は， 抗 原 感 作 を 必 要 と せ ず ， m a50 r histo－
C O mpatibilityc o mplex くM H Cl に拘束さ れ ずに ， あ
る種 の 腫瘍細胞 に 傷害活性を 示 す細胞で あ り， 近年生
体内に お け る腫瘍1 や ウ イ ル ス 感 染2Iに 対 す る免疫監
視機構 の 一 翼 を担 っ て い る と 考 え ら れ て い る ． 又 ，
1ym Phok ine－a Ctiv ated kille rくL A K巨晒胸 と は，
Grim m ら別に よ っ て 提唱 さ れ ， re C O mbin a nt inte r．
le ukin2 くrIL 21存在下で 3 Ej問培養 する こ と に よ り，
自 己 の 固型 腫瘍 も含 め た N K細胞抵抗性 の 各種腫瘍
細胞 を傷害す る よ う な 細胞集団 で あ り， 最近 で は
adoptiv eim m u n othe rap y
41と し て 臨床 に も応 用 さ れ
る よう に な っ た ． こ の よ う な状況 か ら， 各種 抗癌剤の
N K及び L A K活性 に 及 ぼ す影響 を検討 す る こ と は重
要 で あ り， す で に 幾 つ か の 報 告 も み ら れ る5 卜 91
Mathe so nら はin vitro に お け る N K活性が m etho－
A b br eviatio ns こF B S， fetal bo vine serum 三 FITC， flu ore s c ein isothio cya n ateニ L A K，
1ym phokin e－ a Ctiv atedkiller三 MT X， m ethotrex ateニ N K， n atural killerニ P B M N Cs， Peripher
alblo od m o n o n u cle ar c ellsニ P B S， phosphate－ buffered s aline三 P E， phyc o erythrin三 rIL2，
r e c o mbin antinterle ukin 2三rI F N． y， re COmbin a ntinterferon － y 三S R B Cs， Sheepred blo od cells
M T XJIN K活性 に 及 ぼす 影響
tre x ate くM T Xlに よ り 増強さ れ た 事 を 報告 し て い
る
H り1
皇 二M T X は悪性血 液疾患 に 対す る抗癌 剤と し て
広範に 使用 さ れ て い る薬剤の山M■ つ で あ り， 1e u c o v o rin
tfolinic a cidlr es c u e療 法導入 に よ り， 大量 M T X療
法が可能 とな っ た ． 本研究で は， in vitr oに お い て ，
正 常 成 人 末棉単核球 を 用 し1 て ， M T Kの N K及 び
L A K活性 に 及 ぼ す 影 響を検討す る と とも に ， 完全寛
解期 の 白血 病及 び悪 性 リ ン パ 腫 患 児に 施行 し た大 量
M T X療法前後 に お け る N K細 胞 の 変化， 即 ちin
viv oN K油性 に 及 ぼ す影響を検討し た． 近 私 N K細
胞の 表面 マ ー カ ー に 関 す る研究
1 2卜 1 4jは か な り 進み ，
N K細胞の hete roge n eity151が 明 ら か に さ れ ， L A K細
胞と の 異 同1 6 ト 1叶な ども 議論さ れ て い る ． しか し 幾つ か
の N Ks ubsets とそ の 機能的側面と の 関連 はま だ充分
明ら か に さ れ て し1 な い ． 本研 究 で は ， NK 細 胞 の
hete r ogeneity と M T Xに 対す る 反応性 の 相違 に つ い
て も検討した．
対象お よ び方法
I ． in Yitr oに お け る M T Xの N R 活性 に 及 ぼ す
影 響 に つ い て
1 ． 末梢血 単核球 の 分離
健康な成年男子 く年 齢24 へ 36才1 よ り末棉静脈血 を
ヘ パ リ ン 採 血 後， Fic oll－ Hy paqu eくLym phoprep，
Nyega a rd， Oslo， No r w如1く比 重 1．0771 比 重遠心 法
り00X g， 30 分I に よ り単核球 を分離 し た． 単核球は
pho sphate
．buffe r ed s alin eくP B S， pH 7．21 で 2 回洗
浄後 1O％非働化fetal bo vin e se r u mLF BS， GI BC O，
Gr a nd Isla nd， N Y l含有 R P M I164OくGI B C Ol培養
液 uo％ F B SIR P M I16401に 浮遊さ せ た． 次 い で 細胞
く5X lO
6ノ1111 を直 径 6clllの プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ
げalc o n
，
Ox n a rd， C A lに 撒布し， 3 T C， 5 ％ C O2， 湿
潤 下 で 2 時 間静置 後， 非 付着 単核 球 くpe ripher al
blo od m o n o n u cle al． C els． P B M N Csl を得， 2OX g．
5分 間遠心 後上 活を 捨て ， 再び 10％ F B SIR P M I1640
に浮遊さ せ た．
2 ． T 及 び11 0 n－T 細胞の 分離
n eura minida s eくBehringw e rke A G， MaI
．bし1rg， W ．
Ge r m a nyl 処理羊赤 血球 くshe ep r ed blo od c ells，
S R B Cs， 日本生物材料セ ン タ ー ， 東京1 を2XI O8lml
に 調 整 し， 1 XI O7Ilmlに 調 整 し た P B M N Cs， 及 び
S R B Cs 吸 収 F B S と， 各々 同容量 混 合し た． 2OOX g， 5
分間遠心 後， 4
0
C で 30 分間静置 し ロ ゼ ッ ト を形成
さ せ ， Fic oll－ Hy paqu e比 重 遠心法 に よ り ロ ゼ ッ ト形 成
細胞 と ロ ゼ ッ ト 非 形 成細胞 に 分離 し た． 残 存 す る
S R B Cs は 0 ．8 3％ ト リ ス 緩衝 塩 化ア ン モ ニ ウ ム 溶




その 後 10％ F B SIR P M 11640 に浮遊 させ ，
ロ ゼ ッ ト形成細胞分画 を T 細胞分画 肥畑 ロ ゼ ッ ト
非形 成細 胞分 画 を n o n－ T 細胞 分画 ほ一1 とし た．
3 ． Effector細胞の 処理
純化さ れ た M T X くDr． B ． C habn e r， N Ili よ り恵
一引 を R P M 工1640 で 種々 の 濃度 に 希釈 し く最終濃度
10J I M へ ノ10－6 M l， P B M N Cs， T 細胞， n O n－T 細胞浮
遊液に 添加 し た く最終濃度2 x lO6ノmlう． 又 上 記の 系
に rIL2 く武田製薬， 大阪j或 い は re c o mbin a ntinter－
fe ro n－y くrIF N－ ylく協和発酵， 東京うを各種濃度．時間
的経過 で 添加 した
．
4 ． N K活性及 び L A K活性の 測定
N K活性の 標的くta rgetl 細胞とし て ， ヒ ト赤白血病
細胞由来株 で あ る K 562細胞 を 51Cr くNa51CrO．， l
m Cilml
，
Ne w Engla nd Nu cle a r， Bosto n， M Al で ラ
ベ ル 後， 1 X lO51mi に調 整 し て使用 し た． effe cto r細
胞， ta rget細 胞 を 各々0 ．1 mlくE二 丁 二 20ニ 11 を96
穴 丸底型 マ イ ク ロ プ レ ー ト 膵 alc o nl に triplic ate で
分 注し， 200X g， 5分 間遠心後， 37
0
C 5％ C O2 湿 潤下
で 4時間培養した． その 後上 清を各穴 か ら0．1 ml採取
し，
51Cr 放出量 を a uto w ellgam m a c o u nte rA R C－
5 0 1け ロ カ ， 東京1 に て 測定した ． ％ cytoto xicity を
下記 の 式 よ り 求め NK 活性 の 指標 と し た． ％ cyto－
to xicity 二 icpm くe xperim e ntal 卜cpm くspo nta－
ne o u sIJcpm くm axim um 卜 cpm くspo ntane o u sH
lOO こIn a Xirn u m r ele a s eはta rget細胞 に 1％ Trito n
X を加 え た 際 の 51Cr 放 出 量 を 示 し ， SPOtan eOuS
r ele a s eは培養液の み を加え た際の ta rget細胞の 5 1Cr
自然放出量 で あ る． L A K活 性は ta rget細 胞 と し て
N K耐惟細胞 で ある 前骨髄性白 血病由来件の H L－60
細胞を用 い ， 上 記と同様の 方法で 測定した．
5 ． ア ガ ロ ー ス 単一－一組胞傷害試験1 鋸
effe cto r細 胞 と ta rget細 胞 を 同数混 合 し く各々
2 X lO6ノnl の 濃度 で 0 ．1 mり， 150x g で 5 分 間遠心
後， 37
0
C 5％ C O2 湿潤 下 で 10 分間静置し た． そ の 後
上 浦を捨て ， 細胞ペ レ ッ トを パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を用
い て 注意沫 く 撹押 し， tl．5％ ア ガ ロ ー ス R P M 工1640 ゲ
ル を40
0
C に 保温 し加 えた． 細胞 を ス ラ イ ド グラ ス 上 に
移し， ta rget細胞 に 結合して い る effecto r細胞の 相対
的割合を百 分 率で 求め た．
6 ． リ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 測定
u nfr a ctio n ed， T 及 びn o n－T 細胞分 画内の リ ン パ 球
サ ブ セ ッ ト を 下 記 の flu o r es c ein is othio cyanate
くF工T CI 標識単 ク ロ ー ン 抗体 を用 い た直接及 び 間接免
疫蛍光法 で解析 した ． 単 ク ロ ー ン抗体は O K T3 くC D 3，
pa n Tl， O K TllくC D2， S R B Cre c epto rl， O K Ml
くC Dll， C 3bire c epto rl， く以 上 Ortho Diagn o stic
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Syste mIn c． W e stw o od， M Al 及 び， Le u－7， Le u－11a
くC D 16， Fc r e cepto rl， H L A－D Rく1aH以 上 Be cto n－
Dickin so n， M o u ntain Vie w， C Al を使用 した． 各細
胞浮遊液 く2 XlO6ノmlう0．1 ml に 各種単 ク ロ ー ン 抗体
を 2 へ 5扉 加 え， 4
0
C30分静置後 P B S で 1回 洗浄
後， 螢光陽性細胞 を レ ー ザ ー フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
Ortho Spe ctru mIIIくOrtho Diagn o stic Systeml を
用 い て 測定 した．
7 ． 単ク ロ ー ン抗体と補体 を用 い た 補体依存性細胞
傷害に よる リ ン パ 球亜群の 除去
率ク ロ ー ン抗体は， 補体結合性 を有 して い る Le u－7
及 び O K－ N KくLe u．1 1bHC D 16HOrtho Diagn o stic
Syste mlを使用 した． 1 XlO7lmlに 調整 した リ ン パ 球
浮遊液に 単ク ロ ー ン 抗体 を 1ノ200 の割合 に加 え， 4
q
C
30分間静置 した後， R P M 王1640 で 2 回洗浄 し， 新鮮家
兎血清を細胞浮遊液の 1ノ4 の 割合に 加 え， 更 に 37
0
C l
時間反応させ た ． 再び R P M 工1640で 2回 洗浄後， 0．2％
トリ バ ン プ ル ー 除去法 に よ り 生細胞 を算出 し， 10％
F BSIR P M I1640に 2 X lO6lmlの 濃度 で浮遊 させ た．
H ． In YiY Oに お け る M T Xの N K 活性 に及 ぼ す影
響 に つ い て
1 ． 対象
金沢大学小児科 に 入院 した リ ン パ 球性白血病及 び
n o n－Hodgkin リ ン パ 腫の 患児 11名 く年齢 1 へ 15才，
性別男 7， 女 4コ で ， 何れ も血液学的に 完全寛解中で
あ り， 維持療法の 一 つ と し て M T X大量 療法 く2000
m gノmり を施行 した症例 を対象と した． M T 又 は一 定
の プ ロ ト コ ー ル に 従い ， 充分な 利尿後 2000m gノm 2を
2400ml m 2の ソ リ タ T，500ml メ イロ ン 20ml混 液
に溶解 し， 24時間で点滴静注し た． 静注終 了後 12時間
後よ り， 1e u c o v o rin 30mgJm
2 を 6時 間毎 に 7 匝1静注
した． 末棺血は M T X治療前， 24 時間点滴静注終了時
及 び終了48時間後 に 採取 し， 単核球 を分離 した ． コ ン
ト ロ ー ル と して， 同時間に 同 一 成人 1名 く著者う よ り
末楷血 を採取 し た．
2 ． 末梢血 単核球分離及び N K活性測定
前記 と同様に P B M N Cs を分離 し た後， effe cto r細
胞と して 調整 し， NK 活性 の 変化の 指標 と し て， ％ of
c o ntr ol を下記の 式よ り求め た．
％ of controlニ く％ cytotoxicity くpatientlJ
l
％ cytoto xicity くc o ntr ollナXl OO
3 ． M T X治療前後に お ける細胞表面 マ ー カ ー の 変
化
M T X治療中の 患児末梢白血球数は T ho m a計算板
を用 い て算定し， 末梢血 リ ン パ球数 は血 液塗布染色標
本を作製 し， 白血球百分率よ り算出 した． 細胞表面 マ ー
カ ー の 検索 は FI T C標識 Le u－7， Leu－11a， O K T ll単
ク ロ ー ン抗体 を用 い た直接免疫螢光法に よ っ た ． 末棉
リ ン パ 球 数 に 抗原陽性細胞の 割合 を乗ず る こ と に よ
り， 抗 原陽性細胞の 絶体数 を算出し た． 一 症 例 に つ
き ，P hycoe rythrin くP EJで標識 した O K T ll と，FI TC
標識 Le u－11a を用 い ， Spe ctrum I汲 び DS－1 pr o－
gr a mくOrtho Diagn o stic Syste ml に て 両抗原共有細
胞 を解析 した．
m ． 統計的処理
N K 及 び L A K細胞活性 に つ し1 ての 比較検討に 際し
て， Student t－te St も し く は pair ed t－te St を用 い ， 危
険率5 ％以 下 を有意羞ありと 判定し た．
成 績
I ． M T X単独の in Yitro N K活 性 に 及 ぼ す影響
P B M N Cs を各種濃度 の M T X と と もに 4 8時間培
養後 NK 活性 を測定 した く図 1う． 尚， N K活性測定の
際， M T X は除去さ れ て い な い の で， 各種濃度の M T X
の み を加 えた spo nta n e o u s rele a seも同時 に 測定 し，
培養液の み sponta ne o u s r ele a s eと各々 比 較検討 した
が 有意差 は な く， 以 後 の 実験 は M T Xを 除去 せ ずに
行 っ た ． M T X添加 に よ り N K活性 は多少増強する も
の の ， 有意差 は認め られ な か っ た ． 培養液 に FB S を加
え な い 場合も 同様な結果で あ っ た ． 又 ， 培養時間 を6
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Fig． 1， Effe ct of M T Xo nN Kc ella cti vity．
P B M NCs wereinc ubated with M T Xat v a rio u s
C O n C e ntr atio n sfo r48 hr s at 37
0
C prlOr tO ad di－
tio n ofthe ta rget c ells． T he data a r e e xpre ss ed
a sthe pe rc e nt cha ngein the N Ka ctivityin the
Pr e Se n C e Of the dr ug c o mpa red to the N K
a ctivity inthe abs e n ce of the drug， T he data
repre se nt m e a n士 S．D ． ofsix e xpe rim e nts． T he
C O ntr OI v alu e of ％ cytoto xicity witho ut drug









r Xの N K活性 に 及 ぼす 影響
はな か っ た ．
王I ． rI L 2で 活 性 化 さ れ た N K細胞 に 及 ぼ す M T X
の 影響
P BM N Cs に 各種濃度山 M T X 及び rIL 2く25 U，l
－nH を同時に 添加し ， 48時間培養し た く図 2al． 比較
的低濃度の M T X く10．1 1M 仙 川一代郡 添加 に よ り N K
活性 は増強 さ れ た が ， 有意 差 は な か っ た ． 図2bは
PB M N Cs を rIL2 く25Uノm り と48時間培養し， 各種
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Fig．2． EfftナCt Of M
，
r Xon rlL2－こt Ctiv ated N 王くe ell
こICtiv恒， ．
こりP 13M NCs w ビreinc ubzltP仁Iu，ith r工I－ 2 t2 5UJImlJ
之111d M T XこIt V a l－io u s con c ビ11tI－こ，ltio n sfく汀 ulHht■s．
T he dat之l 之1r e e XPr亡I SS仁一d a stll ビ m eこt王1士 S．rJ of
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s． r11the lIISt 2 ihrs ． M T Xaし 1Ta rio u s
CO n C e ntr atio n s w e r e こ一tく1de亡1．
，
rhビ 亡1atil a r e e X－
Pr e SS e亡1 a sthe m e a n士 S．Ll， Of eight p xpel十
m e nts． ホ
，Pく0．O5 a s c o mpa r ed with c olltr Ol
gro up witho ut M T XtStLldellt tTte StJ．
CJ P B M N Cs w er ei11 Ctlbatedwith M T Xatv a l
．
io u s
C O n C e ntratio nsfor72hr s． in the last24hrs． rIL
2く25UlmlJw as a仁1ded． T hedata a rexpres sed
a sthe m e a n士 S．D． ofthre e e xpe rim e nts．
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測定し た 成績 で あ る
．
M T X が10－8 M の 時 N K活性
は， 対照 を 100と する と 108．2士6． 1 くpく0．05うと有意
に 増強し た
．
rlL2 と M T Xの 添加の 順 序を逆に し，
P B MN Cs を先 に 各種濃度の M T X と48時間培嚢後，
rIL 2 く25 U
，
，
I mり を添加 した場合 く図2cl は， や はり
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Fig． 3． Effe ct ofrIL 20 nN Kcella ctivity．
P B M N Cs w er ein c ubated for72hr s with rIL 2at
v a rio u s c o n ce ntr atio n stO to l 00Ulmり． M T X
uO－M Ml ド ナ ぺ り w a s ad ded in the la st 2 4hrs．
D21ta fr o m o n e of tw o simi 1a r e xperim ents are
Pr eS e nted． 啓
一 増
．
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Fig．4 ． E ffe ct of M T Xon rIL 2．a ctiv ated NK
C ella ctivity in unfr
－
aCtio n ed． T a nd n o n．T c ell
Subpopulatio ns．
Ea chc e11subpopLlatio n w a siTI C ub之Ited withrIL2
t25しJ
l
m11for72hr s． In the la st 2 4hrs， M T X
く川．H MJ H ニコI w a s added． T he data a re ex－
pr ess ed a s the m e an 士 SE M of experim e nts．
Pair ed t－te St W a S u Sed to dete rmin ethe signifi－
Ca ntdife re n c e sbetw e e n c o ntr ola nd e xperim e nt－




， Pく0．01ニ ロ ，
C O ntr OI witho ut M T X．
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た が， 統計学的有意差は な か っ た ． 以 上 の 結果 よ り，
以後 の実験で は P B M N Cs を rIL 2 と48時間培養後，
M T Xく10－8 Ml を加 え， 更 に 24 時間培養し， NK 活
性を測定す る こ と に した ，
HI． rI L 2の 至 通濃度
図3 はr工L 2 添加濃度 と N K活性 の 関係 を示 す．
M T Xく10
－ 8 Ml 添加群 で は， rI L 2く25 Ulmllの 濃
度 を添加 した 場合 に N K活性 の 上 昇が み られ ， か つ
M T X無添加 の 場合 と比 べ て N K活性 の 増強 が極値
とな っ た の で， 以後の 実験 で は 25 Uノml をrl L2 の至
適洩度と した． 尚， r工L 2無添加 の 場合 でも N K活性 は
62〆 －65％程度認 め ら れ る が ， お そ ら く F B Sに よ る
N K活性の 増強と考 えら れた ．
IV． N K細胞の pre c n r s o r c el1 1e Y el で の 検討
N K細 胞 の前駆細胞 の 性状 を検 討 す る た め，
PBM N Cs を 予 め， u nfr actio n ed く非 分画J， T 及 び
n o n－T 細胞 に 分画 し， 各々rIL 2く25 Ulmり と 48時
間培養し， M TX く10－ 8 Ml を加 え更 に 24時間培養後
N K活性 を比 較検討した ． 図4の ごと く， 非分画及び
T 細胞で は M T X添加 に よ り活性 の 増強 を認 め， ％
cytoto xicity は， 非分画細胞 こM T X添加群 76．5 士
3．9％， 非添加群 65．6 土4．3％ くpく0．00引， T 細胞 こ
M T X添加群 73．3 士 3．0％， 非添加群 60．2士 4．5％
井
くpく0．0い と有意差 を認 めた． しか し， n O n－T 細胞で
は M T X添加群 76．1 土 2．1％， 非 添 加群 80．4 土
4 ．2 ％ と両者間 に 有意羞 は なか っ た ． T 及 び no ひT 細
胞の 分画時， 両者の 絶体数は お よそ 3 へ ノ 4 二 1 であ っ
た ． こ の 結果 よ り， rIL 2， M T X添加 に よ る NK 活性
の 増強は 主 に T 細胞分画に よる と 考え られ た．
V ． リ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 変化
rI L 2， M T X添加 に よ るリ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 変化
を検討 したが ， 表 1に 示 すよ う に ， 添加前と比 較し て
顕著な サ ブ セ ッ トの 変化 は認め られ な か っ た もの の ，
n o n－T 細胞 分画中 の O K Tll， Le u－7抗 原 陽性細胞の
軽度の 増加と， T 細 胞分画中の Le u，11a 抗原陽性細胞
の 軽度の減少 を認め た． Le u－11a 陽性細胞 は T 細胞分
画で 13．1％， n O n．T 細胞 分画 で 38．8％ で あ り， n O n－ T
細胞 の N K活性の 方が， T 細胞よ り 高値 く図41 で あ
る こ との 説明と な ろう ． 更に 図5 に 示 す よう に T 細胞
を前記 と同様 に 培養 した 後， EノT 比 を 5ハ 句 20ハ と変
化さ せ た増合の N K敵性 を測定し た と こ ろ， い ずれ の
条件 で も M T X く10－ 8 M ト添加に よる N K活性の 増強
が確認 され た ．
Vl． ア ガ ロ ー ス 単 一 細胞傷害試 験
effecto r細胞 と target細胞 の 結合状態 を観察 す る
ため ア ガ ロ ー ス 単 一 細胞傷害試験 を実施 し た． 表 2に
Tablel． Su rfa c e m arke r a n alysis of Ta nd n o n－T c ells ubs ets befor e a nd afte rtr e atm e nt
with rIL 2a nd M T X
After rIL 2treatme nt a nd
く％1
Beforetr eatm ent
m ediurn alo n e M T X l O－8M
く％う く％1
T c ells
O K T 3
0 K T ll
Le u－7
Le u－11
0 K M I
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T arld n o n－T c ells w er ein c ubated with rIL2く25Uml for 72hrs and in the last 24 hr s，
M T Xく1 0
－ お
Mi w a s ad ded． Surfa c e m arke rs of lym pho cyte s ubs ets w er edeter min ed by a
direct or indirect im m u n oflu or e sc e n c e m ethod a s de s cribed in Materials a nd
Methods． Data fr o m o n e of 2similar e xperirn e nts ar epre s e nted． T he r atio of Tc ells







M T Xの N K活性 に及 ぼ す影響
示す よう に， M T X添加 に よ るbinding ability の 増加
は認め られ な か っ た ．
VJI． N E細胞の effe cto rce11 1e v el で の 検討
丁 細胞 を前記と同様 に培養し た後， Le u－7， O K， N K
几e u－11bI 抗体と補体 を用 い て， 同抗 原陽性細胞を除
去し た後の N K活性 を測定する こ と に よ り， NK 活性
発現 に お け る effecto r細胞 と し て の 性状 を検討 し た
く図6 1． 処理 後の 同抗原 陽性細胞の 割合は， い ず れ も
3％以 下 で あ っ た ． O K－N KくLe u，1 1bl と補体処理 に
より N K活性 は著明 に 低下し， M T Xに よ る増強も消
失し た． 山 方 Leu －7 と補体処理 で は活性の 一 部低下が
認め られ る の みで あ っ た ． 表 1 よ り， rIL 2， M T X処
理 後の T 細胞分画中の O K T ll の割 合 は 95．6％と そ
の 大部分 を占めて い る こ とよ り， M T Xに よ る N E．活
性の 増強に は effe cto r c e11 1ev el で は E十 Le u－11＋ くお
そら く O K T ll＋ Le u－11＋l 細胞が 関与 し て い る と 考え
られ た．
Vlu． L A K 活性 に 対す る M T Xの 影響
u nfra ctioned， T 及び n o n－T 細胞 を前記 と同様 に 培
養し， H L－60細胞を ta rget細胞と し て， L A K活性 を
測定した く図7 う． 全般的に 清性 が低 か っ た が， M T X
添加 に よ る LA K活性の 増強 は認め られ な か っ た ．
IX． r工F N． y の 影響 く図 8J
P B M N Cs を 各種濃度 の rIF N－ y と M T Xく10
－ 8 M
l とと も に 48時間培養後， N K活性 を測定し た
．
N K
活性 は濃度依存的に 上 昇 した が， M T X添加 に よ る活
性の 増強は認 めら れ な か っ た
．
X ． 小 児悪性血 液疾患患児 に お け る M T 芸大 量療法
前後の NK 細胞及 び N K 活性 の 変 化
M T X点滴静注終了後 の M T X 血中濃度 は 10－5 M
へ 3 XlO．4M まで 上 昇 し， 終了 48時 間後 で は 10－B M
J b lO－7 M ま で低下 した くT D Xシ ス テ ム ， ダイ ナ ポ ッ
ト， 東京に より 測定I． 表3a に 示 され る よ う に ， M T X
投与後 の Le u－7＋ 或 い は Le u－11＋ 細 胞 の 相 対的割合
は， 治療前 に比 べ て増加 す る場合が多か っ た ． そ れ に
もか か わ らず， N K活性 は大部分の 症 例 で 同等か 軽度
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の 低下 を 認 め た． 表3b は治療前 に 対 す る 治療後 の
Le u－7
＋ 或 い は Leu．11＋ 細胞 の 絶対数及 び N K活性 の
割合を算出し， ま と めた もの で あ る． 表に 示 すよ う に ，
絶対数に つ い て も 同等か 軽度増加する もの が幾 つ か 認
め られ た が， 有意差 はな か っ た ． 丸 一 症例 くG．M ．コ
に つ い て ， 治療前及 び直後 に， P E で標識し た O K T ll，
FI T C標識 Le u－11a を用 い て二 重染色 を行っ た ． 治療
前 で は Leu－11十 細 胞 中 の O K T ll＋ 細 胞 は 81 ．8％，
O K T ll．細胞 は19．2％で あり， 治 療直後で Le ひ11＋ 細
胞 中 の O K T ll十 細 胞 は 82．7％， O K Tl卜 細 胞 は
17．3％で あ っ た ． 従 っ て M T Xに よる N K活性増強作
用 に 関与 し て い る と 思わ れ る Le u－11＋ O K T ll＋ 細 胞
の 割合は有意の 変動 を示 さ なか っ た
考 察
M T Xの N K活性 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て は幾 つ か
0
5二1 10こ1 20ニ1
Effe ctor target ratio
Fig． 5． Effe ct of M T Xo n rIL 2－a Ctiv ated N Kc ell
a ctivityin T cells atv a rio u sEこT r atio s．
T c ells werein c ubated withrIL2く25 UlmlJfo r72
hrs． In the la st 24 hrs， M T Xく10－8 MlくO J I
W a S added． T he data ar e expr es sed a s the
m e a n士 S．D． of thr ee e xpe rim e nts． 州 ，
C O ntrOI witho ut N T X．
Table2． A bility of Tc ells to bind to K 562target cels
T c ellstre ated wit，h
m ediu m alo n e M T X lO－8M
Co njugate for m atio n ll．0 ％ 士 3．4 ％ 12．2 ％ 士 2．7％
T c ells w e retr e ated with rIL 2く 5 Uノml fo r72 hrs and in thela st24 hrs， M T Xく10
一 打 MI
W a S added． Binding ability of Tc ells to K 562target c ells w ere ass e ss ed by a n aga ro se
Single c ella ss ay a sdes cribed in Materials and Methods． T he data ar e e xpr e ssed asthe



















u ntr e ated C Le u7＋C
Fig． 6． Cha nge sin N Kc ella ctivity ofrI L2 －a Ctiv ated T c ells aftel
． tr e atm e nt With
m o n o clo n al a ntibodie s a nd c o mple m ent．
T c ells w er ein c ubated with rI L 2く25 UlmlJfo r72 hrs． In thela st 2 4hrs． M T X
く10－8 M IH 二封 w a s ad ded． And c ells w e retr e ated with Le u－7 a ndlor Le uTll
m on o clo n ala ntibodie splu s co mple m e nt． A ftertre atm e nt，the n u mber ofce11s w e re
r e c ou nted a nd N Ka ss ay w as c ar riedo utat the E二T ratio of2りニ1． Datafr o m o n e
oftw o si mi 1a r e xpe rim ents a repr es e nted． E コ． co ntr oIwitho ut M T X．
unfnヨCtio ned T n on－T
Fig．7． Effe ct of M T Xo n L A Ka ctivity of u n－
fr． a ctio n ed， T a nd non －T c ellsubpopulatio n s．
Each cells ubpopulatio n s w a sin c ubated with rI L
2く25 Uノml fo r72 hr s． In the la st24 hrs． M T X
く10．白 Mlく亡コ1 w a s added a nd L A Ka ss ay w a s
C a rried o ut by u sing H L－60 target c ells． T he
data a r e expre ssed asthe m ea n 士 S E Mofthr e e
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Fig． 8． Effe ct of rIFN－7， O n N Kc ell a ctivly y．
P B M N Cs w e rein c ubated fo r48 hr s with M TX
く10，8 MlくC 卜 しり a nd rIF N－y at V ario u sc o n．
c e ntr atio n sくO to 2 OO U lmll． T he data a re
e xpre s sed a sthe m ea n 士 S．D． of thr e e e xpe ri
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の 報 告が あ り511 011り ， M athes o nら は ， M T Xに よ り
N K活性 は増強し たと報告 して い る ． 彼 らの 成績 で は
10－9 M 句 10－ 8M の M T X単独添加 で N K活性の 増強
が認 め られ た と したが ， 著者 の 成績 で は M TX 単独添
加 に よ る N K活性の 増強は認 め られ な か っ た ． こ の相
違 に対す る 説明と して， 彼 ら は 18時間 51Cr rele a se法
で N K活性 を測定し，1ytic units を N K活性の 指標と
し てい るの に 対 し て， 著者は 4 時間 51Cr r ele a s e法 を
用 い ， ％ cytoto xicity くEこ T ニ 20二 1の み1 を N K活
性 の指標 に す る と い う ， 手技的及 び統計学的処理法の
遠 い に よ る か ， 或 い は培 養液組成 の違 い く彼 ら は
M E M－ alpha 単 独 で あ る の に 対 し て ， 著 者 は 10％
F BSIR PMI1640か R PMI1640単独1 に よ る こ と が可
能性 と して挙げら れ る． しか し， 今回 の 著者の成績 で
は ， rIL 2で 48時間培養後 M T Xく10－ 8 Ml を添加 す
る こ と に よ り， N K活性の 有意の 増強が認 め られ た． こ
れ は， r工L 2で活性化 され細胞内代謝が克進 し て い る
状態に な り， M T X の影響が よ り顕著 に 現わ れ た も の
と考え られ た．
近年， N K細胞や L A K細胞 に 関す る 知見が数多く
報告され， それ に つ れ NK 細胞 は単 一 の 細胞集団で は
な く， その 表面形質， 細胞傷害活性能， リ ン フ ォ カ イ
ン に 対す る 反 応性 な どに お い て hete r oge n eity1 51が存
在 する こ とが わ か っ た ． 又 ， その Ce11 1in e age
2 31や L A K
細胞 と の異同1 6ト1 8りこつ い て も 議論 の あ る 所 と な っ て
い る ． N K細胞 の表面 マ ー カ ー に 関 して も詳細 な研究
が進 んで お り， Le u－11 くC D 16l叫 ， Le u．7 くH N K．1l2 ヰI，
Le u－19くN K H－い1 31川 ， O K M lくC D ll12 51， O K T ll
くC D 2l2 612 7I， O K T 8くC D 81な どが挙げら れ る． しか し，
L A K細胞 の pr e cu rs o r及 び effe cto r細胞 の 表面 マ ー
カ ー に 関 して は諸説がある． La nie rら1 3榊1は， L A K細
胞 の pre c urs or の 大部分 は Le u－19十 C D 5．くそ の 90％
以上 は C D16＋ C D3
－
1の N K細胞で あ り， rIL 2存在下
Table3．
井
に 培 養 し て も そ の マ ー カ ー は 変 化せ ず， effectorと
な っ たと 報告し て い る ． 1toh ら2 9I3 0Iも ほ ぼ 同様な 結果
で ， C D 3－C D16＋ Le u－7，が LAK 細胞 の pr e c u rs o rの
大 部分 を占め， effe cto rは C D 16＋ Leu －7＋ で あ っ た と
報 告し てしユる ． 又 ， Sch mi dt ら1 畑や Ortald ら331も同様
な結果 で あ っ た ． しか し， い ず れ も E ロ ゼ ッ ト レ セ プ
タ ー で あ る O K T llくCD 2う に つ い て は 言及 し て い な
い
．
Grim m ら3りは L A K細 胞 の pr e c u r s o rは E－，
C D 3，， Le u－7－ ， O K Ml．の non －T ， n O n－Blym pho cyte s
で あ っ た と し て い る ．
一 方 Da mle ら3 2は L A K細胞の
pr e c u rs o rは多種多様 で， C D 16＋ だ け で な く， C D 4＋ ，
C D 8＋ ， C D 20 CB ll＋ 細胞な どに も 存在 し て い た と報告
して い る． N K細胞 に お け る O K T ll十 細胞の 割合 は約
50％ 旬 80％2 6即Iとい わ れ て い る が， O K T ll抗原 の 有
無に よ る機能的な差異 に 関す る報告は， 著者の 知 るか
ぎ り で は な され て い な い ． 今回 の著者の 成績で は ， r工L
2及 び M T X添加 に よ っ て E＋ 細胞 の N K活性 が増強
され た に も か かわ らず， 計 細胞 の 活性 は増強 され な
か っ た
．
しか も O K－ N KくLe u－111 と補体処理 に よ り
N K活性が著滅 し， M TX に よ る増強効果も消失し た
こ とか ら， こ の 現象 に は E＋ Leu－11＋ 細胞が 強く関与し
て い る こ と が示 唆さ れ た． こ の結果は E ロ ゼ ッ ト レ セ
プ タ ー くO K T ll抗原1の有無 に よ り， N K細胞の 機能
の相違が存在 す る こ と を示 し て い る． 近年， La nier
ら1 2Iに よ り， N K細 胞 の ごく 一 部 に C D 3＋ C D 16＋ の
s ubpopulation が 存在 し， rIL 2添加 に よ り弱い なが ら
も ， N K活性 の 増強と L A K活性 を示 す こ と が報告さ
れ て い る． こ の s ubpopulation の 大 部分 は OK T ll
くCD 21 陽性であり， M T X添加 に よ る傷害活性の 増強
に 関係 してい るか も しれ ない ．
又 ， E十 細胞 は rI L 2及 び M TX 添加 に よ り K 562に
対 す る 傷害活性 は増強 さ れ た が ， H し60に 対 す る
L A K活性 は増強 さ れ な か っ た ． こ の こ と は K 562 と
くblT he r elativ einde x e s of Le u－7＋ a nd Le u－11＋ c ells， a nd N Ka ctivity




1．12 士0．54くn ニ 1り
1．37 士0．60くn ニ 91
0．94 士0．33くn ニ 91
l．04 士0．61くn ニ 1 0ン
1．1 1 士0．77くn こ 9I
O．94 士0．31くn 二 郎
Relativeindex e s of Le u－7＋ o rLe u－11＋ ce11s of Ohr or48hr s afterthe rap y
Absolute n u mber of Le uJ7
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or Le u－11＋ c ells of Ohr or48hrs afterther ap y
A bs olute nu mber ofLe u－7十 o rLe u－11
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c ells befor ether ap y
Relativ einde xe s of NK activities of Ohr o r48hr s afte rther ap y
N Ka ctivity of Ohr o r48hrs afterthe rapy
N Ka ctivity befo retherap y
T he data ar e e xpre s sed a sthe m e a n士S．D．
M T Xの N K活性 に 及 ぼす 影響
日し60 に 対 す る傷害活性発 現 の メ カ ニ ズ ム が 多少異
な っ て い て ， H し60 に 対 する それ は， M T Xに 影響を
受けな い こ と を推測さ せ る， しか し，
一 般的に L A K活
性値は N K活性値と比 べ て 低く ， そ の た め に有意 な差
が出な か っ た可能性も 否定で き な い ． 著 者の成績 で は，
n on－ T 細胞 の L A K活性 の 方が T 細胞 よ り高 か っ た
が， ニ れ は， L A Kの pr ec u r so rは E
－
で あ る と い う
Grim m
3 りの 報告と 一 致 する ． ま た表 1か ら もわ か る よ
うに ， n O n－T 細胞分画 中の Le u－7 や Le u－11くC D161陽
性細胞の 割合 は T 細胞分画よ り 多く ， そ れ らが r工L 2
に よ っ て L A K酒性 を発現 すれ ば， 当然 n o n－T 細胞分
画の 方が L A K活性が高く な り， La nie rら1 2128や Itoh
ら2 9 即 Iの 報告と も 矛盾 しな い ．
IL2 は N K活性 を増強させ る と 同時に N K細胞よ
りIF N－ y を放出させ ， それ が さ ら に N K活性 を増強
させ る こ とが 知られ て い る ． 従っ て M T X添加に よ る
NK 活性 の 増強 に 工F N－y が 関与 し て い る か 否 か検討
す る 必 要 が あ ろ う 瑚 ． 著 者 の 成 績 で は rI F Nt y と
MT Xを同時 に 添加 し て も N K括性 の 増強は認 め ら
れな か っ た ． 又 ，M atheso nらlりは M T X添加に よ っ て
工FN－ y の 放 出が 増加 する か否か検討 し たが ，工FN． ァ は
検出で きな か っ た と 報告して い る ． こ の こ と に よ り，
M TX はI F N－ y と と も に は N K細胞 に 作 用 しな い こ
とが推測さ れ た．
次に ， 大 量 M T X療法前後の N K活性及 び N K細
胞の 変化 に 関 して， 即ち， in viv oに お け る M TX の
N K活性 に 及ぼす 影響に つ い て検討 した． 担癌患者， 特
に白血 病や 悪性 リ ン パ 腫の 寛解期の N K活性 に つ い
ては幾 つ かの 報告が あ り3 5ト 抽 ， 一 般的 に N E活性 は
正常 コ ン トロ ー ル と比 べ て低く ， お そ らく 抗癌剤の 影
響に よる も の と考え られ て い る ． 今 回の 著者の 成績で
は， 治療後 に お ける NK 細胞 くLe u－7＋ 或い は Le u－11＋
細胞うの 割合が増力ロし て い る例が 多か っ た く11例中8
例1． この こ と は N K細胞が他の リ ン パ 球 subpopula－
tio nと比 較し て， M T Xに 耐性で あ る こ と を示唆 し て
い る
．
そ の 理 由と し て， N K細胞が静止 期 に あ るか ， 或
い は増殖能が低い と い う 可 能性が挙げら れ る． 他 に
M T Xに 耐性な 細胞 と し て は 幹細胞 が報告 さ れ て い
る39I． 一 方， N K細胞の 相対的増加 に も か か わ ら ず，
N K活性 は治療後も同等か軽度低下 を認 め た． 治療後
の M T X 血中濃度 は 10－5 M ノ ー 3 XlO．4 M とい う 高濃
度に 達 して お り， N K細胞も機能的に は抑制 され ， 少な
く と も 治療終 了後 48時間後 く血 中濃 度 は 10－8 M
へ 10．7 Mう で も， そ の抑制が続 い て い る こ と が明 らか
に な っ た ． しか し， 治療 2週間後の N K活性 は， 治療
前と 同程度 に復 して い る こと も確認 して い る． 著者の
in vitroに お ける成績 でも， M T Xく10－6 Ml 添加時に
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は， 無添加時と比 べ て N K活性は同等か低下 して い る
こと が多く く図 2b， 96．0％士4 ．5％l， 高濃度の M T X
く10－5 M 句 10－4 Ml 添加で は， N K活性は減弱する と考
え ら れ た． 又 ， M T X添 加 に よ る N K活性の 増強 に
Le u－11＋ O K T ll＋ 細胞が関与して い る こと が示 唆さ れ
たが ，in viv oの 大量 M T X療法中に お ける Le ull十 細
胞中の O K T ll十 細胞の割合は， 治療前 飢 ．8％， 治療後
82．7％と著変なく 高濃度の M T Xに 対 しても Leu－11＋
N K細胞 は， O KTll抗原の 有無 に か か わ ら ず耐性 で
あ る こ と が示 唆され た．
近年， NK 活性発現の 機構を幾つ か の 段階 に 分けて
説明す る こ とが 可能とな っ た 欄 ． 1leffe cto r－target細
胞の 結合， 2うNK 細胞の 活性化及 び細胞内顆粒 の 再構
築， 31gra n ule cytolysin 或 い は N K cytoto xic
fa cto rくN K C Fl の 放 乱 4うta rget細 胞 へ の CytO－
1ysin， N K C Fの 結合， 51ta rget細胞の 破壊と い っ た
段階が挙 げら れ る． 著者の 成績 では， effe cto r－ta rget
細胞の 結合段階で は， MTX 添加群と非添加群間に 有
意差 を認めず， それ以 降の 段階で， M T X添加に よ る
N K活性 の 増強 が 起 こ る と 推 測 さ れ た． 例 え ば
gr a n ule cytolysin 或い は N K C F産生 に は， プ ロ テ ン
イ ン キナ ー ゼ Cの 活性化， それ に よる蛋白合成が必 要
と い われ て お り4り ， こ の 段階で M T X が影響 を与 えて
い る可能性が考 えられ る．
M T X は葉酸代謝指抗剤で あ り， その 主 た る生化学
的作用 は， dihydr ofolate redu cta s eの 阻害で あ り， そ
れ に よ り， thymidine合成及 びde n o v opu rin e合成
が阻害さ れ， 結果的に D N A及び R N A合成の 阻害が
起 こ る． Taylo rら42一 相は ， M T X 2X 10－8 M 以上の 濃
度 で は D N A合成が R N A合成よ り 強く 阻害 さ れ ，
10－4 M の 濃度 に な る と R NA 合成も完全に 阻害さ れ
たと報告 して い る． 又， 10－9 M へ 2 XlO．8 M で は， 細
胞内の A T P， T T P， G T Pの 量が コ ン ト ロ ー ル の 10％
へ 15％ま で 減少 した と報告 し て い る ． Ka miska s相
同様 に M T Xに よ る細胞内 A T P， G T Pの 減 少と ，
U T P， C T Pの 増加 を報告し て い る ． この よう な細胞内
ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル の ア ン バ ラ ン ス と N K活性 と の
関係 はま だ明ら か で は な い ． し か し， N K活性の 発現 に
は D N A合成よ り も， R N A や蛋 白合成が よ り深く 関
係 し て い る と い う 報告は幾 つ か 見う け ら れ る4
5H 引
M athe so nら は， M T Xに よ る N K活性の 増強に は，
N K細 胞内 の thymidin eの 減 少 が 関与 し， さ ら に
m R N A合成 や蛋白合成 も関係し て い る と推測 して い
る ． 著者の 成績 や M athe s o nら の 報 告 で は， 10－9 M
へ 10
－ 8 M 程度の 低 い 濃度で N K活性が最も増強さ れ
たが ， こ の 濃度で は， 相対的な R N A合成及 び蛋白合成
の 克進と， 細胞内 A T P， G T Pの 減少が推測され る が，
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それ が N K活性増強 に 関連 し て い る の で は な い か と
考えら れ た． ま た高濃度 く10．5 M へ 10v4 Ml で は N K
活性 は低下す るが， こ の 濃度で は D N A合成だ け で な
く R N A合成 も阻害さ れ る こ と が 推測 さ れ ， こ れ に
よ っ て N K活性 が低下し てい る と 考え られ た．
M T X は一 般的 に ， 白血病 や悪 性 リ ン パ 魔 の 維持療
法， さ ら に 各種悪 性腰痛 に 対し て広く 使用 され て い る ．
又 ， 最近で は骨髄移植後の graft－V er S u S－ho st dis e a se
くG V H Dl 予防の た め に ， 単独或 い は シ ク ロ ス ポ リ ン と
併用 で 用 い られ るよ う に な っ た ． 従 っ て M T Xの 生体
免疫監視機構に 及ぼ す 影響 に つ い て検討す る こ と は重
要であ り， 今後更に 効率の 良し1治療法開発の 可能性 に
結 び つ く と思わ れる ．
結 論
M TX の in vitr oN K活性 に 及 ぼ す 影響 を， 主 に 表
面 マ ー カ ー の 遠 い に よ る N K細 胞 の heter oge n eity
と い う観点で検討 し， N K細胞活性発現機構 と の 関連
に つ い て も推 測 した ． 又 ， 大量 M T X療法前後 の in
vivo N K活性に 及 ぼす影響も合わ せ て検討し， 以 下の
結果 を得た．
1 ． 正常成人 末楷単核球 に ， rI L 2く25 Uノmlう と
M T Xく10．8 Mlを添加 して 培養 し た時， N K活性 は有
意に 増加 し， M T X く10T6 Ml 以 上 の 濃度で は 減少し
た．
2 ． T 細胞分画で は， M T Xく10－8 Ml 添加群の N K
活性 は， 非添加群と比 較 し有意 に 増加し た． 一 方 ， n O n－
T 細胞分画 で は， 添加群 ． 非添加群 と の 間 に有意差 は
な か っ た
． 更 に T 細 胞 分画中 の Le u－11＋ 細 胞 くE＋
Leu－11＋lが， M T Xに よる N K活性増強 に 関与 し て い
る こ とが 明らか と な っ た ．
4 ． M T X添加に よ り， H し60細胞 に 対 する細胞傷
害活性 くL A K活性う は増強さ れ な か っ た ．
5 ． 大 量 M T X療法後， 血 中濃度 は105 M へ 3 x
lO．4 M まで上 昇 し， N E活性 は治療前と同等か軽度減
少した． し か し， Le u－7＋ 或 い は Le u－11＋ 細胞 は相対的
に 増加し てお り ， M T Xに 耐性 で あ る こ と が 示 唆さ れ
た． 又 ， Le u．11＋ O K T ll＋ 細胞と Le u－11＋ O K Tl ト細
胞 の 割合は治療前後で変化な か っ た ．
6 ． M T X添加 に よ る N K活性増強の メ カ ニ ズ ム
と し て， effe cto r－ta rget結合以 降 の 段階が考 え ら れ
た
．
以 上 よ り， M T Xの N K活性 に及 ぼす 影響が明 らか
と な っ た が， 将来各種抗癌剤と免疫療法 を併用 す る機
会も増え る こ と が 予想さ れ， さ らに 詳 し い 検索 が必 要
と考 えら れ る．
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